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【摘要】 目的 探讨全反式维甲酸对肾毒性血清肾炎( NTSN) 小鼠模型的作用及机制。方法
使用肾毒性血清( NTS) 尾静脉注射构建 NTSN 模型，设置对照组、NTS 组、NTS + 维甲酸组。NTS 注射
前 5 d 给予羊免疫球蛋白和完全弗氏佐剂腹腔注射预处理，预处理后 24 h 给予 16 mg /kg 全反式维甲
酸或溶媒腹腔注射，NTS 注射后 7 d 处死小鼠。ELISA 法检测小鼠白蛋白尿 /肌酐比值、小鼠 BUN; 肾
组织石蜡切片 HE 染色，定量分析新月体肾炎、肾小球节段硬化的百分比; 肾组织冰冻切片行 CD8 +、
CD4 +、CD68 免疫荧光染色，并定量分析; QPCＲ 方法分析肾皮质炎症细胞趋化因子如人单核细胞趋
化蛋白-1( MCP-1) 、细胞间黏附分子-1 ( ICAM-1) 、淋巴细胞趋化因子( LTN) 的表达量。结果 维甲
酸处理组显著减轻肾毒性血清肾炎小鼠模型的蛋白尿［NTS 组和 NTS + 维甲酸组尿微量白蛋白 /肌酐
比值( UACＲ) 分别为: ( 4． 52 ± 0． 36) × 10 －3mg /g、( 2． 63 ± 0． 18) × 10 －3mg /g; q = 18． 45，P ＜ 0． 01］、肾
功能［NTS 组和 NTS + 维甲酸组 BUN 分别为: ( 16． 81 ± 1． 23 ) mmol /L、( 13． 33 ± 0． 62) mmol /L; q =
6． 155，P ＜ 0． 01］、减轻肾组织病变［NTS 组和 NTS + 维甲酸组含新月体的肾小球百分比分别为:
［( 36 ± 1． 58) %、( 22． 2 ± 1． 92) % ; q = 21． 46，P ＜ 0． 01］。维甲酸处理组每低倍镜视野下 CD8 + 淋巴细
胞计数、CD4 + 淋巴细胞计数、每高倍镜视野下 CD68 阳性细胞面积较 NTS 组均明显减少，差异有统计
学意义( q 值分别为: 9． 545、8． 610、11． 08; P ＜ 0． 01) ; 维甲酸可以显著抑制炎症细胞趋化因子( MCP-
1、ICAM-1、LTN) 的基因表达。结论 维甲酸通过抑制炎症细胞趋化因子的表达、减少炎症细胞的浸
润，减轻 NTSN 小鼠模型的蛋白尿、新月体形成等肾损害。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect and mechanism of all-trans retinoic acid in the
mouse model of nephrotoxic serum nephritis ( NTSN) ． Methods The NTSN model was constructed by tail
vein injection of nephrotoxic serum ( NTS) ，and the mice were divided into the control group，NTS group，
and NTS + retinoic acid group． Five days before the injection of NTS，goat immunoglobulin and complete
Freund's adjuvant were intraperitoneally injected as pretreatment． 24 h after the pretreatment，16 mg /kg all-
trans retinoic acid or dissolvant was intraperitoneally injected． 7 days after the NTS injection，the mice were
sacrificed． The albuminuria /creatinine ratio and serum BUN of the mice were measured by ELISA． HE
staining of paraffin sections of renal tissue was performed，and quantitative analysis was made of the
percentage of crescentic and glomerular segmental sclerosis lesions． Frozen sections of renal tissue were
stained with immunofluorescence for quantitative analysis of CD8 + ，CD4 + and CD68． The QPCＲ method
was used to analyze the expression levels of inflammatory cytokines such as human monocyte chemoattractant
protein-1 ( MCP-1) ，intercellular adhesion molecule-1 ( ICAM-1 ) ，and lymphotactin ( LTN) in the renal
cortex tissue． Ｒesults Compared with the NTS group，the NTS + retinoic acid group had significantly lower
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proteinuria． The urinary microalbumin /creatinine ratio ( UACＲ ) for NTS group and NTS + retinoic acid
group was ( 4． 52 ± 0． 36) × 10 －3mg /g，( 2． 63 ± 0． 18) × 10 －3mg /g，respectively ( q = 18． 45，P ＜ 0． 01) ，
while the BUN level for NTS group and NTS + retinoic acid group was ( 16． 81 ± 1． 23 ) mmol /L，( 13． 33 ±
0． 62) mmol /L; respectively ( q = 6． 155，P ＜ 0． 01) ． And the percentage of glomeruli with crescents in the
NTS group and NTS + retinoic acid group was 36． 58% and 22． 2%，respectively ( q = 21． 46，P ＜ 0． 01) ．
Compared with the NTS group，the NTS + retinoic acid group had significantly smaller CD8 + lymphocyte
count，CD4 + lymphocyte count，and area of CD68 positive cells ( q value: 9． 545，8． 610，and 11． 08，
respectively，P ＜ 0． 01 ) ． The expression of MCP-1，ICAM-1，and LTN was significantly inhibited by
retinoic acid． Conclusion Ｒetinoic acid inhibited the expression of inflammatory chemokines，reduced the
infiltration of inflammatory cells，and alleviated the renal damage such as proteinuria and crescent formation
in the mouse model of nephrotoxic serum nephritis．


















野生 型 C57BL /6J 小 鼠 购 自 杰 克 逊 实 验 室。
肾毒性血清( nephrotoxic serum，NTS) 冻干粉剂由
美国波士顿医学院 David J． Salant 教授惠赠。羊
免疫 球 蛋 白 ( 杰 克 逊 免 疫 研 究 实 验 室 013-000-
003 ) 、完全弗氏佐剂( Sigma-F5881 ) 、全反式维甲
酸( sigma 公 司) 、尿 白 蛋 白 ELISA 检 测 试 剂 盒
( Bethyl Laboratory ) 、尿 肌 酐 检 测 试 剂 盒 ( DICT-
500，Bioassay Systems ) 、血 清 尿 素 氮 检 测 试 剂 盒
( BioAssay Systems ) 、CD8 淋 巴 细 胞 单 克 隆 抗 体
( Biolegend 100703 ) 、CD4 淋 巴 细 胞 单 克 隆 抗 体
( Abcam ab25475 ) 、CD68 单核 /巨噬细胞单克隆抗
体( Abcam ab5344 ) 、Alexa Fluor 568 标记的山羊
抗 大 鼠 IgG ( Thermo Fisher Scientific ) 、Trizol
( Thermo Fisher Scientific ) 、CDNA 合 成 试 剂 盒
( Thermo Fisher Scientific ) 、SYBＲ PCＲ 试 剂 盒
( Applied Biosystems) 。
二、模型建立［5］
15 只野生型 C57BL /6J 小鼠，随机均分为对照
组、NTS 组、NTS + 维甲酸处理组。使用无菌 PBS 溶
解 NTS 冻干粉末至终浓度为 67 mg /ml。0． 5 mg 羊
IgG 和 45 μl 完全弗氏佐剂腹腔注射预处理。全反
式维甲酸溶于花生油和 5% 二甲亚砜，预处理后
24 h给予全反式维甲酸 16 mg /kg 腹腔注射，对照组
腹腔注射溶媒，每天注射一次，直至处死小鼠。预处
理 5 d 后予 100 μl NTS 尾静脉注射构建肾毒性血清





用 PBS 灌注 5 min 后取下双侧肾脏，将肾脏对切，一
半肾组织样本用于提取 ＲNA － 80℃保存。一半肾组
织福尔马林固定，石蜡包埋后行组织切片( 4 μm) ; 一




比 值，得 到 尿 微 量 白 蛋 白 /肌 酐 ( urinary









15 min，PBS 洗 3 遍，封闭液( 含 2% BSA、10% 的山
羊血清) 室温孵育 1 h，然后分别使用 CD8 淋巴细胞
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单克隆抗体、CD4 淋巴细胞单克隆抗体或 CD68 单
克隆抗体孵育过夜，第 2 天 PBS 清洗 3 遍，使用相应
的荧光二抗孵育 1 h，PBS 清洗 3 遍后使用带 DAPI
的封片液封片。荧光显微镜于相同的曝光时间获取
照片，每只实验小鼠获取 15 个视野的图片，使用
Image J 设定相同的阈值，分别定量 CD8 +、CD4 + 阳
性细胞总数，CD68 阳性细胞的面积。
七、实时荧光定量 PCＲ 分析基因表达
Trizol 法提取肾皮质总 ＲNA，测量 ＲNA 的浓












计量资料采用 珋x ± sD，均数比较 采 用 方 差 分
析 ( ANOVA，Bonferroni 校 正 ) ，GraphPad Prism





ELISA 方法检测小鼠 UACＲ: 对照组、NTS 组、
NTS + 维甲酸组 UACＲ 的平均值分别为: ( 0． 23 ±
0． 07) × 10 －3 mg /g，( 4． 52 ± 0． 36 ) × 10 －3 mg /g、
( 2． 63 ± 0． 18 ) × 10 －3 mg /g; ; NTS 组和 NTS + 维甲
酸组比较差异有统计学意义( q = 18． 45，P ＜ 0． 01) ，
见图 1。
血清 尿 素 氮 检 测 结 果 示: 对 照 组、NTS 组、
NTS + 维 甲 酸 组 BUN 均 值 分 别 为: ( 8． 90 ±
1． 68) mmol /L，( 16． 81 ± 1． 23 ) mmol /L，( 13． 33 ±
0． 62) mmol /L; NTS 组和 NTS + 维甲酸组比较差异





( n = 5) 再取平均值进行统计分析。对照组未发现
新月体、节段或球性硬化; NTS 组合并有新月体的肾
小球百分比为: ( 36 ± 1． 58) % ; NTS + 维甲酸组合并
有新月体的肾小球百分比为: ( 22． 2 ± 1． 92) % ; 两
组间差异有统计学意义( q = 21． 46，P ＜ 0． 01) 。NTS
组、NTS + 维 甲 酸 组 的 肾 小 球 硬 化 率 分 别 为:
( 18． 4 ± 1． 14) %、( 13． 0 ± 1． 58 ) %，差异有统计学
意义( q = 10． 73，P ＜ 0． 01) ，见图 2。
三、维甲酸可减轻 NTSN 模型小鼠 CD8 + 淋巴细
胞的浸润
对肾脏冰冻组织切片行 CD8 + T 细胞免疫荧光
染色，在 200 倍的显微镜下获取图片，每只小鼠获取
15 个视野的图片，使用 ImageJ 计量 CD8 + T 细胞总
数，得到 CD8 + T 细胞均数 /每低倍镜视野，每组小鼠
( n = 5) 再取平均值进行统计分析。每低倍镜视野
下 CD8 + T 细胞均数: 对照组为 3． 44 ± 0． 82 个; NTS
组为 25． 72 ± 1． 56 个; NTS + ＲA 组 为 17． 45 ±
2． 85 个; NTS 组与 NTS + 维甲酸组差异有统计学意
义( q = 9． 545，P ＜ 0． 01) 见图 3。
注: A: UACＲ: 尿微量白蛋白 /肌酐比值; B: 血清尿素氮水平; NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血清肾炎 + 维甲酸
组; 与 NTS 组比较，aP ＜ 0． 05
图 1 各组小鼠尿白蛋白尿 /肌酐比值、尿素氮比较
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注: A: 肾组织 HE 染色; B: 肾脏组织病理的定量分析; NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血清肾炎 + 维甲酸组; 与 NTS
组比较，aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 05
图 2 各组小鼠 HE 染色代表图片( 400 × ) 、肾脏组织病理定量分析
注: A: CD8 + T 细胞免疫荧光染色; B: CD8 + T 细胞的定量分析; NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血清肾炎 + 维甲酸组; 与
NTS 组比较，aP ＜ 0． 05
图 3 各组 CD8 + T 细胞免疫荧光染色( 200 × ) 比较
四、维甲酸可减轻 NTSN 模型小鼠 CD4 + 淋巴细
胞浸润
对肾脏冰冻组织切片行 CD4 + T 细胞免疫荧光
染色，在 200 倍的显微镜下获取图片，每只小鼠获取
15 个视野的图片，使用 ImageJ 计量 CD8 + T 细胞总
数，得到 CD8 + T 细胞均数 /每低倍镜视野，每组小鼠
( n = 5) 再取平均值进行统计分析。每低倍镜视野
下 CD4 + T 细胞均数: 对照组为( 1． 23 ± 0． 45 ) 个;
NTS 组 为 ( 16． 25 ± 1． 58 ) 个; NTS + 维 甲 酸 组 为
( 9． 65 ± 2． 20) 个; NTS 组与 NTS + 维甲酸组差异有
统计学意义( q = 8． 610，P ＜ 0． 01) ，见图 4。
五、维甲酸可减轻 NTSN 小鼠模型单核和( 或)
巨噬细胞浸润
对肾脏冰冻组织切片行 CD68 免疫荧光染色，
在 400 倍的显微镜下获取图片，每只小鼠获取 15 个
视野的图片，使用 ImageJ 计量 CD68 阳性细胞面积，
得到 CD68 阳性细胞面积均数 /每高倍镜视野，每组
小鼠( n = 5 ) 再取平均值进行统计分析。每高倍镜
视野下 CD68 细 胞 面 积 均 数: 对 照 组 为 ( 0． 03 ±
0． 01) pixel2 ; NTS 组为( 0． 74 ± 0． 06 ) pixel2 ; NTS +
维甲酸组为: ( 0． 42 ± 0． 09 ) pixel2 ; NTS 组与 NTS +





分析 结 果 提 示: NTS 组 人 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白-1
( monocyte chemoattractant protein-1，MCP-1) 的表达
量较对照组增加约 11． 3 倍，NTS + 维甲酸组 MCP-1
的表达量较对照组增加约 6． 6 倍，NTS 组和 NTS +
维甲酸组差异有统计学意义( q = 5． 109，P ＜ 0． 01) 。
NTS 组 细 胞 间 黏 附 分 子-1 ( intercellular adhesion
molecule-1，ICAM-1 ) 的 表 达 量 较 对 照 组 增 加 约
4． 95 倍，NTS + 维甲酸组 ICAM-1 的表达量较对照
组增加约 1． 65 倍，NTS 组和 NTS + 维甲酸组差异有
统计学意义( q = 3． 581，P ＜ 0． 05 ) 。NTS 组淋巴细
胞趋化因子( lymphotactin，LTN) 的表达量较对照组
增加约 27． 89 倍，NTS + 维甲酸组 LTN 的表达量较
对照组增加约 17． 47 倍，NTS 组与 NTS + 维甲酸组
差异有统计学意义( q = 11． 29，P ＜ 0． 01) ，见图 6。
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注: A: CD4 + T 细胞免疫荧光染色; B: CD4 + T 细胞的定量分析; NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血清肾炎 + 维甲酸组; 与
NTS 组比较，aP ＜ 0． 05
图 4 各组 CD4 + T 细胞免疫荧光染色( × 200) 比较
注: A: CD68 细胞免疫荧光染色; B: CD68 阳性细胞的面积定量分析; NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血清肾炎 + 维甲酸组;
与 NTS 组比较，aP ＜ 0． 05
图 5 各组 CD68 细胞免疫荧光染色( × 400) 比较
注: NTS 组: 肾毒性血清肾炎组; NTS + ＲA 组: 肾毒性血
清肾炎 + 维甲酸组; 与 NTS 组比较，aP ＜ 0． 05; 人单核
细胞趋化蛋白-1 ( MCP-1 ) 、细胞间黏附分子-1 ( ICAM-
1) 、淋巴细胞趋化因子( LTN)





胞核 内 的 两 组 受 体，即 维 甲 酸 受 体 ( retinoic acid
receptors，ＲAＲs ) 和 维 甲 酸 X 受 体 ( retinoid X
receptors，ＲXＲs) 普遍存在于各种细胞中，是配体依
赖的转录调节子。ATＲA 主要通过与 ＲAＲ 高亲和
力特异性地结合而发挥生物学效应。当缺乏 ATＲA
时，ＲAＲ /ＲXＲ 形成异质二聚体，与 ATＲA 调控的靶
基因 启 动 区 域 维 甲 酸 反 应 元 件 ( retinoic acid
response element，ＲAＲE) 结合，同时募集阻遏蛋白和
组蛋白脱乙酰化酶 ( histone deacetylases，HDAC) 至
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相应 DNA 区域，HDAC 重组蛋白转移乙酰基，改变
染色质结 构 从 而 对 基 因 转 录 起 到 抑 制 作 用。当
ATＲA 存在时，ATＲA 与 ＲAＲ 高亲和力结合，ＲAＲ
发生构型改变，释放阻遏蛋白，同时募集共激活蛋白
如组蛋白乙酰转移酶，激活 ATＲA 调控的靶基因转
录 及 表 达，从 而 发 挥 对 细 胞 的 生 物 活 性 调 控
作用［7］。
维甲酸缺乏或者 ＲAＲ /ＲXＲ 敲除可导致小鼠肾
脏单位的减少［8］。在抗 Thy-1 肾炎动物模型中，维
甲酸可以通过抑制系膜细胞增殖、减少细胞外基质






















维甲酸可以明显减少 CD8 + T 细胞和巨噬细胞
的浸润，表现为肾小球和肾间质的 CD8 + T 细胞和巨
噬细胞浸润明显减少。ICAM-1 和 MCP-1 在巨噬细
胞招募中起至关重要的作用［14-15］，而我们的研究表
明维甲酸可以明显抑制 ICAM-1 和 MCP-1 在肾皮
质的基因表达水平，ICAM-1 和 MCP-1 的表达减少
可能导致了巨噬细胞浸润减少。CD8 + T 细胞、NK
细胞、肥大细胞均能产生 LTN，而 CD4 + T 细胞或单
核细胞不表达 LTN［13］。LTN 特异性的趋化 CD8 + T
细胞和自然杀伤细胞，本研究发现在 NTSN 的模型
中 LTN 表达量显著增高，而全反式维甲酸处理可以










球增殖细胞核抗原( proliferating cell nuclear antigen，
PCNA) 阳性细胞、ED-1 阳性细胞数和 α-平滑肌肌
动蛋白( α-smooth muscle actin，α-SMA) 阳性面积，
抑制 TNF-α、白介素-1β( IL-1β) 、增强子结合蛋白-
δ( CCAAT /enhancer binding protein-δ，C /EBPδ) 、血
小板衍 生 生 长 因 子 ( platelet-derived growth factor，
PDGF) 、转化生长因子-β ( TGF-β) 、Ⅰ型胶原和 α-
SMA 等基因表达，从而减轻蛋白尿、减少肾脏新月
体形成。Ｒao 等［17］发现 ATＲA 处理可以通过增加
IkBa 活性、抑制核因子-kB( NF-kB) p65 活性，从而
下调 TNF-a 和 IL-6 的表达，保护肝脏的缺血再灌注
损伤。Nozaki 等［18］发现 ATＲA 可以减少 IL-6、IL-
12、TNF-a 等细胞因子的表达，减少巨噬细胞的浸
润，从而减轻胶原诱导的关节炎小鼠模型的关节损
害。在 LPS 的模型中，维甲酸可以抑制 LPS 诱导的
巨噬细胞产生 IL-12，维甲酸诱导的 IL-12 抑制依赖
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